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Diagnostic bacteriologique 
de ia tuberculose 


Nicolas Veziris* Le diagnostic 

bacteriologique classique 
de la tuberculose repose 
sur I’examen 
microscopique et la 
culture.^ Des ameliorations 
ont ete apportees qui ont 
permis d’augmenter la 
sensibilite et surtout la 
rapidite. 


L a qualite de I’examen bacteriologique depend avant tout 
de la qualite du prelevement. Pour la tuberculose pulmo- 
naire, le prelevement de choix est I’expectoration de bon 
volume et qu’il convient de repeter {v. infra). Si le patient ne pro- 
duit pas d ’expectoration (p. ex. les enfants), 11 peut etre propose 
un tubage gastrique et/ou une expectoration induite. Si ces exa- 
mens non invasifs sont negatifs, une endoscopie bronchique 
peut etre faite permettant I’envoi de I’aspiration bronchique au 
laboratoire. Dans les formes extrapulmonaires de tuberculose, 
les prelevements sont plus complexes, et les biopsies doivent 
etre privilegiees et envoyees sans aucun produit fixant et sans 
eau. A titre d’exemple pour la pleuresie tuberculeuse, les 
biopsies pleurales sont beaucoup plus rentables que le liquide 
pleural. 


Examen microscopique 

Pour mettre en evidence les bacilles de la tuberculose a I’exa- 
men microscopique, on utilise la propriety d’acido-alcoolo- 
resistance des mycobacteries, apres les avoir colores a la 
fuschine (coloration de Ziehl-Neelsen) ou avec un fluorochrome 
(coloration a I’auramine). L’ examen microscopique met done en 
evidence des bacilles acido-alcoolo-resistants (BAAR) sans faire 
la distinction entre bacilles de la tuberculose et mycobacteries 
atypiques. L’ examen microscopique est peu sensible, puisqu’il 
necessite au moins 1 bacilles/mL pour etre positif. 

La sensibilite, qui dans ce contexts est cruciale, peut etre ame- 
lioree en repetant I’examen 2 ou 3 fois^ et en veillant a la bonne 
qualite du prelevement, non salivaire, de 5 mLau minimum. ^ 


Ce qui est nouveau 


Les milieux de culture liquides permettent d’accelerer le 
diagnostic de la tuberculose. 

Les tests moleculaires de diagnostic de la resistance aux 
antituberculeux permettent d’accelerer le diagnostic des 
tuberculoses multiresistantes. 
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Culture 

Milieux de culture 

La culture est beaucoup plus sensible que I’examen micro- 
scopique (la moitie des cas de tuberculose pulmonaire et une 
proportion plus innportante encore des cas extrapuinnonaires 
docunnentes sont negatifs a I’exannen microscopique et ne sont 
done diagnostiques que par la culture). Elle necessite des milieux 
specifiques, solides, de type Lowenstein-Jensen, ou liquides de 
type MG IT, Bact/Alert MP, VersaTREK, etc. 

En raison de la croissance lente des mycobacteries, 11 est sou- 
vent indispensable d’attendre plusieurs semaines pour obtenir le 
resultat. Sur milieu solide de Lowenstein-Jensen, les colonies 
sont detectees en moyenne en 3 a 4 semaines ; en 2 semaines si 
le prelevement est tres riche en bacilles (BAAR -r) mais parfois en 
6 semaines ou plus si le prelevement est paucibacillaire (BAAR-). 
Avec les milieux de culture liquides, la detection de la multipli- 
cation bacterienne se fait 1 semaine plus tot en moyenne. La 
culture permet de faire I’ identification des mycobacteries isolees 
et de mesurer la sensibilite aux antibiotiques. 

Identification des bacilles de la tuberculose 

L identification des mycobacteries isolees en culture, qui se fai- 
sait classiquement par des techniques biochimiques, est desor- 
mais faite par des techniques moleculaires (detection de 
sequences genomiques specifiques avec les tests Accuprobe, 
Genotype Mycobacterium...) ou antigeniques (detection 
immuno-chromatographique de la proteine MPT64 avec les tests 
SD TB Ag MPT64 Rapid, BD MGIT'^^ TBc Identification Test. . .). 

Amplification genique 

Les tests d’amplification genique ont pour finalite d’augmenter 
le nombre de copies d’un segment cible d’acide nucleique de 
maniere a permettre sa detection. Ges tests sont rapides, car ils 


s’affranchissent du temps de multiplication des bacilles et ne 
reposent que sur des reactions enzymatiques. Malgre les ame- 
liorations successives apportees, les tests d’amplification 
genique se sont malheureusement reveles moins performants 
dans la routine que la culture. La sensibilite est globalement la 
meme pour toutes les methodes, meme les plus recentes 
(tableau 1). De 95 a 100 % lorsque les tests sont appliques aux 
prelevements BAAR -r, elle tombe a 50-70 % lorsque les tests 
sont appliques aux prelevements BAAR -. La specificite est, en 
moyenne, de I’ordre de 97 %.4 

La valeur predictive d’un resultat positif, qui depend de la pre- 
valence de la tuberculose maladie chez les sujets dont les prele- 
vements sont soumis aux tests, est proche de 1 00 % en cas 
d’examen microscopique positif, mais s’effondre en cas d’exa- 
men microscopique negatif (20 a 50 % pour les prelevements 
respiratoires et moins de 1 0 % pour le liquide cephalorachidien). 
Dans ces conditions, les tests d’amplification genique sont 
recommandes pour distinguer les bacilles de la tuberculose des 
mycobacteries atypiques dans les prelevements a examen 
microscopique positif, ce qui est interessant pour les malades 
profondement immunodeprimes (infection par le virus de I’immu- 
nodeficience humaine p. ex.) ou pour les malades ayant des 
infections respiratoires chroniques pour lesquels la probabilite 
d ’avoir une mycobacteriose est elevee. En revanche, les tests 
d’amplification genique ont peu d’interet pour le diagnostic de la 
tuberculose et la decision therapeutique en cas de prelevements 
a examen microscopique negatif. 

Mesure de la sensibilite aux antibiotiques 

Methodes phenotypiques 

La methode classiquement utilisee pour mesurer la sensibilite 
aux antibiotiques d’une souche de Mycobacterium tubercuiosis 
compiex est la methode des proportions, qui permet de determi- 
ner la proportion de bacilles resistants a chaque antibiotique.^ 


i Sensibilite, specificite, valeur predictive positive et negative des tests d’amplification genique pour recherche 

LU 

1 de M. tuberculosis selon le type et le service de prelevement (comparees a la culture) 

Prelevement 

Sensibilite 

% 

Specificite 

% 

Prevaience de ia positivite des cuitures I 

seion ie service et ie type de preievement % 1 

% 

VPN 

% 

Respiratoire BAAR+ 

98 

98 

85 

98 

90 

Respiratoire BAAR- 

72 

96 

5 * 

2 ** 

50 a 80 

20 a 50 

98 

98 

Extrarespiratoire (BAAR-) 

30 

98 

0,5 

10 

98 


* service de pneumologle ou maladies Infectleuses ; ** autres services 

BAAR : bacilles acldo-alcoolo-resistants ; VPN : valeur predictive negative ; VPP : valeur predictive positive 
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Monographie 


TUBERCULOSE DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 


La methode est effectuee, a partir de la phmoculture, sur milieu 
solide de Lowenstein- Jensen. Les resultats sent obtenus apres 
3 a 6 semaines d’incubation, delai necessaire au developpement 
des colonies, soit souvent 2 a 3 mois apres la mise en culture du 
prelevement. 

La methode des proportions a ete simplifiee pour etre adaptee 
aux milieux liquides. 

Comme la methode des proportions, I’antibiogramme en 
milieu liquide vise a evaluer la proportion de mutants resistants au 
sein d’une souche de bacilles de la tuberculosa. Elle permet dans 
ce cas d’obtenir des resultats en 8 a 1 0 jours apres la primo- 
culture, au lieu de 3 a 6 semaines. 

Methodes genotypiques 

Les techniques de biologie moleculaire, qui s’affranchissent 
de la culture, offrent la possibilite d’obtenir des resultats beau- 
coup plus rapidement. La detection moleculaire de la resis- 
tance a la rifampicine, marqueur de la multiresistance, repose 
sur la detection de mutations dans le gene rpoB (presentes 
chez plus de 95 % des souches resistantes). Elle est actuelle- 
ment possible en routine avec deux tests commercialises: 
Cepheid MTB/RIF GeneXpert et GenoType MTBDRp/i/s. Les 
performances sont excellentes avec une sensibilite et une spe- 
cificite proches de 100 %. Les indications du diagnostic mole- 
culaire de la resistance a la rifampicine sont rappelees dans le 
tableau 2. 

Genotypage 

Le genotypage a pour but de comparer des souches sur la 
base de leur genome. Elies sont indiquees pour confirmer une 
suspicion de contamination de laboratoire ou une suspicion de 
transmission de souche entre des patients fondee sur un lien epi- 
demiologique. Les principales techniques utilisees sont I’analyse 
du polymorphisms de longueur de fragments de restriction (Res- 
triction Length Fragment Poiymorphism [RFLP]), le spoligoty- 
page et le Variabie Number Tandem Repeats of Mycobacteriai 
Interspersed Repetitive Units (MIRU-VNTR). 


i Indications du diagnostic moiecuiaire de ia resistance 

LU 

I a ia rifampicine 

Situations oil le diagnostic moleculaire de resistance est indique 


Antecedent de traltement antituberculeux 

Patient provenant d’un pays a forte prevalence de multiresistance 

Patient Immunodeprime 


Conclusion et perspectives 

Les outils biologiques essentiels sur lesquels reposent le diag- 
nostic de la tuberculose maladie et les prises de decision thera- 
peutique restent les outils classiques de bacteriologie que sont 
I’examen microscopique et la culture. Les outils moleculaires per- 
mettent d’accelerer efficacement I ’identification des mycobacte- 
ries isolees en culture et celle des BAAR observes a I’examen 
microscopique, ils sont en revanche d’un interet limite en I’ab- 
sence de BAAR a I’examen microscopique.* 
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Biomerieux, Biocentric. 


SUMMARY Bacteriological diagnosis of tuberculosis 

Today, microscopic examination and cuiture are stiii essentiai for active tubercuiosis diagnosis 
and therapeutic decisions. Nucieic acid amplification and line probe assays speed up 
identification and susceptibility testing of mycobacteria in AFB smear positive specimens or in 
culture. They are also efficient for comparison of M. tuberculosis strains with each other 
(genotyping). On the other hand, today, molecular tests are not relevant for the diagnosis in 
smear negative specimens and even more for diagnosis of culture-negative tuberculosis. 

RESUME Diagnostic bacteriologique de la tuberculose 

La microscopic et la culture restent essentielles pour le diagnostic de la tuberculose maladie et 
les prises de decision therapeutiques. Les outils moleculaires permettent d’accelerer 
efficacement I’identification (amplification genique) et la mesure de la sensibilite aux 
antituberculeux (recherche de mutations par hybridation sur bandelettes) des mycobacteries 
vues a I’examen microscopique et des mycobacteries en culture. Ils permettent aussi de 
comparer efficacement les souches entre dies (genotypage). En revanche, a ce jour, ils ne sont 
toujours pas pertinents pour le diagnostic de la tuberculose maladie a examen microscopique 
negatif et a fortiori pour celui de la tuberculose a culture negative. 
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